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研究成果の概要（和文）：本研究では、痛覚過敏モデル動物を用いて脊髄後角におけるグリア細
胞の形態および数の変化、神経興奮へのグリア細胞の作用、グリア細胞の活動性の変化につい
て、特にグリア細胞に存在する P2X 受容体の１つである P2X4受容体に注目して実験を行った。
実験の結果、グリア細胞で形態の肥大化、数の増加が見られた。また、ノーマルラットに比べ
て、P2X4受容体を介したカルシウムシグナルがより多くのグリア細胞で見られ、より活性化さ
れていることがわかった。また、グリア細胞の活動の抑制や P2X4 受容体の阻害は、神経興奮
を減少させた。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the change of morphology of glial cells, 
the contribution of glial cells to the neuronal excitation and the change of glial activity 
especially P2X4 receptors in the rat spinal dorsal horn under hyperalgesia. In the 
neuropathic pain, the number of activated form of microglia and the Ca2+ signals via P2X4 
receptor are increased, and the neuronal excitation evoked by single-pulse stimulation was 
decreased glial inhibitor or P2X receptor antagonist. 
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１．研究開始当初の背景 
痛覚過敏は、痛覚刺激を受け取る末梢の病巣
が原因ではなく、その信号を脳へと伝える中
継点である脊髄ニューロンの可塑性によっ
て起こると考えられている。古くからニュー
ロンの補助的役割を担っていると考えられ
てきたグリア細胞が、実際は積極的にニュー
ロン間のシナプス伝達に関わっていること
が最近わかってきた。痛覚の処理系に関して
も、脊髄内のグリア細胞の活性化が、痛覚過
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敏に重要であることが示唆され、現在、国内
外の多くの研究者によって盛んに研究が行
われている(Tsuda et al., 2003)。それらの
研究の主なものは、免疫染色などによるグリ
ア細胞の染色、グリア細胞に存在するたんぱ
く質や酵素の染色による研究である。しかし、
これらの手法では、たんぱく質や酵素がどの
ような機能によって痛覚過敏に関与してい
るのかを明らかにするのは難しい。したがっ
て、グリア細胞の活動の変化、ニューロン活
動の変化をリアルタイムに計測する技術が
必要となる。 
 
２．研究の目的 
脊髄での可塑性にグリア細胞がどのような
機序で関与しているのかをカルシウムシグ
ナルと膜電位変化のリアルタイムイメージ
ング法を組み合わせ、明確に示すことを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、３種類の痛覚過敏モデル動物
を用いて、活性型ミクログリアが見られるか
を免疫染色でミクログリアを染色すること
によって調べた。また、膜電位感受性色素を
用いた光イメージングによって神経興奮が
ノーマルラットに比べて増強しているかを
時空間的に解析した。また、活性型ミクログ
リアの脊髄内での分布と、神経興奮が増強し
ている領域は同様の領域なのかを調べた。ま
た、神経興奮がプリン受容体の拮抗薬の阻害
薬によって抑制を受けるのかを調べた。さら
に、P2X4受容体からのカルシウムイオンの流
入が見られるかを共焦点顕微鏡を用いたカ
ルシウムイメージングによって調べた。 
 
４．研究成果 
1. グリア細胞の免疫染色 
脊髄後角のミクログリアの数の増加およ
び肥大化が神経損傷、ホルマリンを肢裏へ注
射したラットの同側で見られたが、フロイン
ト完全アジュバント(CFA)を肢裏へ注射した
ラットでは、そのような変化は見られなかっ
た。また、神経損傷ラットでは、そのような
変化は外側で顕著であり、ホルマリンラット
では内側で顕著であった(Fig.1)。 
 
2. 神経興奮の光イメージング 
全ての痛覚過敏ラットで神経興奮の増強
が見られ、いずれもモデルも顕著な増強は外
側で見られた。従って、神経損傷ラットでは
免疫染色の結果と領域が一致するが、ホルマ
リンラットでは領域に違いが見られること
がわかった(Fig.2)。また、CFA ラットでは、
免疫染色によって活性型のミクログリアが
見られなかったにも関わらず、神経興奮の増
強が見られたことより、ミクログリアが関与
せずに増強が起きると考えられる。また、神
経損傷ラットの神経興奮はミクログリアの
抑制剤によって大きく減少したが、ノーマル
およびその他のモデル動物ではほとんど変
化が見られなかった(Fig.3)。さらに、神経
損傷ラットの神経興奮は、P2X1,2,3,5,7受容体の
選択的拮抗薬ではほとんど変化は見られな
いが、P2X1-4 受容体の選択的拮抗薬では大き
く減少した。このことより、神経損傷ラット
で見られる神経興奮の増強にはミクログリ
アの P2X4 受容体が関与していると考えられ
る。しかし、その他のモデル動物では、P2X4
受容体以外のプリン受容体の関与が考えら
れる。 
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Fig. 1 Immunoreactivity of OX42 in the spinal dorsal horn 
Fig.2 Neuronal excitation in the spinal dorsal horn 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. カルシウムイメージング 
ミクログリアの P2X4 受容体を介した活動
が神経損傷ラットで促進されているのかを
調べるために、カルシウムイメージングによ
って、細胞内カルシウム濃度上昇を P2X受容
体の作用薬である ATPを還流することによっ
て調べた。神経損傷ラットとノーマルラット
の脊髄スライスに ATP を還流すると、ノーマ
ルラットに比べて神経損傷ラットの方が多
くの細胞でカルシウムシグナルが見られた
(Fig.4,5)。さらに、神経損傷ラットのカル
シウムシグナルは、P2X1,2,3,5,7受容体の選択的
拮抗薬ではほとんど変化は見られないが、
P2X1-4 受容体の選択的拮抗薬では大きく減少
した(Fig.6)。このことより、神経損傷ラッ
トのミクログリアでは、P2X4受容体の数が増
加、あるいは機能の促進が起き、その結果、
多くの Ca2+が細胞内へと流入することができ、
そのような変化が神経興奮の増強をもたら
しているのではないかと考えられる。 
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